Q-fever in de omgeving: Coxiella burnetii in stof en mest op melkgeitenbedrijven by Fermont, M.A.E.





Q-fever in de omgeving:

















Gezondheidsdienst: 		Dr. P. Vellema
Drs. D.P. Dercksen
Drs. R. van den Brom

















 TOC \o "1-3" \h \z \u 1. Inleiding	6






2.3.1 Monsteropwerking en DNA isolatie	10










8.1 Bijlage 1 Bedrijfsinformatie	20
8.2 Bijlage 2 Locatie mestmonsters	21
8.3 Bijlage 3 Locatie monstername swabs	24
8.4 Bijlage 4 Resultaten mest	28
8.5 Bijlage 5 Resultaten swabs	31









Q-fever is een infectieziekte die wereldwijd voorkomt bij mens en dier. De infectie wordt veroorzaakt door C. burnetii, een obligaat intracellulaire, gramnegatieve bacterie (10). De kiem heeft morfologisch drie verschillende vormen: een large-cell variant (LCV), een small-cell variant (SCV) en een small-dense cell (SDC). De SDC is de endospore van de bacterie. In deze vorm kan C. burnetii lang overleven in de omgeving. De sporen worden met name gevormd onder ongunstige omstandigheden (9). In welke van deze vormen de bacterie door dieren wordt uitgescheiden is niet bekend (3). De opname van de bacterie door de cel vindt plaats met behulp van een celreceptor die diverse diersoorten hebben. Dit verklaart mede waarom de kiem voor zoveel diersoorten pathogeen is (11). 
De bacterie heeft twee antigene fasen: fase I en fase II. Fase I is de virulente vorm van de bacterie, fase II de avirulente vorm. Fase I wordt direct uit de gastheer geïsoleerd, fase II kan alleen worden verkregen nadat de bacterie een aantal keer is gekweekt. De antigene variatie ontstaat door een verandering aan de lipopolysachariden (LPS)-laag. In fase I is deze laag compleet en dit maakt de aanhechting van antilichamen aan de oppervlakte-eiwitten lastiger. In fase II heeft de LPS-laag een andere samenstelling en is de aanhechting van antilichamen makkelijker, waardoor de kiem minder schade aan kan richten bij de gastheer (10). 
C. burnetii is een zeer resistente kiem. De bacterie heeft onder andere een hoge weerstand tegen hitte, droogte, osmotische veranderingen, UV licht en desinfectantia. Door deze resistentie kan de kiem lang infectieus blijven in de omgeving (2).
C. burnetii komt zowel bij mens als dier meestal via de luchtwegen binnen en veroorzaakt na hematogene verspreiding een systemische infectie. Humaan wordt er ook gesproken over infectie door ingestie van rauwe melk en rauwmelkse producten. Dit is geen belangrijke infectieroute. Het drinken van besmette rauwe melk heeft geleid tot seroconversie bij mensen, niet tot daadwerkelijke ziekte (7).
Ongeveer 60% van de infecties verloopt asymptomatisch. In de overige gevallen kan er een acute of een chronische infectie ontstaan. Indien er bij dieren verschijnselen optreden, is abortus in het laatste stadium van de dracht het belangrijkste symptoom. Verder kan er doodgeboorte, retentio secundinarum, baarmoederontsteking, onvruchtbaarheid en pneumonie optreden. In de chronische fase zijn bij dieren geen klinische afwijkingen beschreven, wel kunnen ze lang blijven uitscheiden (5; 10). Placentitis is bij dieren het meest opvallende kenmerk. De afwijkingen aan de placenta zijn echter niet specifiek voor Q-fever (10). Aan de foetus zijn verder geen opvallende afwijkingen te zien (3). 
Humaan uit een acute infectie met C. burnetii zich vaak als een griepachtige aandoening, een atypische pneumonie of een hepatitis (3). In 5% van de gevallen wordt de aandoening chronisch. Deze kan op verschillende manieren tot uiting komen, zoals een endocarditis en het chronisch vermoeidheidssyndroom. Bij zwangere vrouwen kan een placentitis ontstaan met gevolgen voor de vrucht zoals een laag geboortegewicht en abortus (3). Mensen die een endocarditis ontwikkelen, hebben vaak al een hartafwijking (10, 11)  
Geïnfecteerde dieren kunnen de kiem op verschillende manieren uitscheiden: via de melk, via vaginale uitvloeiing en via de faeces. Ook tijdens een abortus of geboorte komen veel kiemen vrij via het vruchtwater en de placenta. De uitscheidingsduur varieert. In vaginaal slijm is de kiem nog tot 14 dagen na abortus te vinden, in de faeces nog 20 dagen, en in de melk 52 dagen (1). De uitscheiding van C. burnetii in sperma en de rol daarvan bij besmetting van andere dieren is nog niet helemaal duidelijk. Er is wel onderzoek naar gedaan maar dit zal nog moeten worden vervolgd om meer duidelijkheid te verkrijgen (10).
Uitscheiding kan ook nog plaats vinden na een volgende keer aflammeren. Op deze manier kunnen geïnfecteerde dieren lang een bron van infectie blijven voor andere dieren en mensen (4).
Diagnostiek van Q-fever kan op verschillende manieren plaats vinden. Een infectie kan worden gediagnosticeerd door het aantonen van antistoffen tegen de bacterie of door het aantonen van de bacterie zelf (10).  
Antilichamen kunnen worden gedetecteerd in bloed en melk. Dit kan onder andere met behulp van een complement bindingsreactie (CBR), een enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) of een immunofluorescentie test (IFT) (3).
Detectie van het agens kan plaatsvinden met een polymerase chain reaction (PCR), ‘in situ’ hybridisatie, immuunhistochemie en kweek in celcultuur (4). Voor het isoleren van de bacterie door middel van kweek is een speciaal uitgerust laboratorium (biosafety level 3) nodig, in verband met het gevaar van de kiem. Deze kweekmethode wordt in Nederland (nog) niet toegepast (10). 
Behandeling van dieren met Q-fever is lastig. In de literatuur is een therapie beschreven met oxytetracycline maar dit lijkt niet erg effectief (10). Humaan wordt Q-fever behandeld met doxycycline in combinatie met hydrochloroquine (3). Bij acute ziekte moet drie maanden antibiotica worden geslikt, bij een chronische infectie anderhalf tot drie jaar (10).
De enige echt effectieve manier om ziekte bij dieren te voorkomen lijkt vaccinatie te zijn. Vaccins die gemaakt zijn van geïnactiveerde fase I bacteriën zijn de enige goed werkzame (2). Dit zijn de zogenaamde fase I vaccins. Deze vaccins verminderen abortus en excretie van de bacterie in melk, vaginaal slijm en faeces (1). Ook humaan kan worden gevaccineerd bij risicogroepen. Dit gebeurt in Australië. Het vaccin geeft levenslange bescherming na éénmalige toediening (13). 
Om verspreiding van de kiem binnen het bedrijf zoveel mogelijk te voorkomen is het belangrijk om uitscheidende dieren uit het koppel te verwijderen. Dit is echter lastig omdat de dieren intermitterend uitscheiden (10). Verder is een goede algemene hygiëne op het bedrijf van belang. C. burnetii is echter zeer resistent en daarom niet gevoelig voor de meeste desinfectantia. Onder andere ethanol en formaldehyde kunnen wel worden gebruikt (10). 
Vanwege uitscheiding in de faeces wordt aangeraden de mest af te dekken en voor het uitrijden te behandelen met ongebluste kalk (3). 
Q-fever bij de mens is in Nederland een meldingsplichtige aandoening (12). Zwangere vrouwen moeten contact met lammerende dieren en dierlijke producten (met name vruchtwater, placenta en faeces) zoveel mogelijk vermijden (10). 
Mensen raken met name besmet door het inademen van besmette stofdeeltjes. Deze zijn voornamelijk afkomstig van de placenta en het vruchtwater van besmette dieren en faeces. Doordat de bacterie zeer resistent is kan deze lange tijd overleven in stof. Transmissie via de wind naar gevoelige gastheren kan over lange afstanden plaats vinden. De rol van de wind bij transmissie van C. burnetii wordt sinds de jaren ’50 gesuggereerd (17). 
In 2007 is in Nederland een flinke toename van het aantal humane gevallen van Q-fever waargenomen (12). Tussen 1997 en 2006 waren dit gemiddeld 11 gevallen per jaar, in 2008 waren dit er in het verzorgingsgebied van GGD Hart voor Brabant alleen al 694 (18). Landelijk gezien waren er eind 2008 precies 1000 Q-fever gevallen bevestigd. De grote aantallen Q-fever patiënten bij de mens in 2007 en 2008 lijken verband te houden met door C. burnetii veroorzaakte abortusproblemen bij de geit en de grote dichtheid geiten, met name in de regio die hierboven genoemd is. Verder wordt ook de droogte als oorzaak genoemd, waardoor besmette stofdeeltjes kunnen verwaaien. Ook het uitrijden van mest, en daardoor het verwaaien van de bacterie, wordt als mogelijkheid genoemd (19). Om deze laatste reden is er een maatregel ingesteld met betrekking tot het uitrijden van mest. De mest mag 90 dagen, gerekend vanaf het tijdstip waarop de verdenking van de uitbraak van Q-koorts is ontstaan, niet worden verwijderd uit de stal (19). Er wordt vanuit gegaan dat het aantal kiemen dan dusdanig is gereduceerd dat deze niet veel schade meer kan aanrichten. Waar deze drie maanden op zijn gebaseerd is niet bekend en mogelijk klopt deze periode niet. Verder wordt geadviseerd de stal vlak voor de lammerperiode uit te mesten. Mogelijke kiemen die vrijkomen tijdens de aflamperiode, worden lange tijd in het stro bewaard en gereduceerd in aantal. De mest kan dan later veilig worden uitgereden. Op basis van het bovenstaande zou verwacht kunnen worden dat hoe dieper de mest in de poststal zit, hoe minder kiemen er in de mest zitten (19).
Zoals al gemeld is het onduidelijk of het advies met betrekking tot het mest uitrijden, waaronder het verbod van 90 dagen, nuttig is. Ook is niet duidelijk tot welke afstand van een besmet bedrijf nog kiemen kunnen voorkomen.





2. Materiaal en methoden

2.1 Selectie bedrijven
Voor dit onderzoek zijn acht melkgeitenbedrijven geselecteerd. Bij de selectie van de bedrijven is gelet op hun Q-fever status. Een bedrijf werd als Q-fever positief beschouwd wanneer er een abortuspercentage was van meer dan 5% en er door middel van sectie op de placenta Q-fever was vastgesteld. In tabel 1 is te zien dat in dit onderzoek drie van de acht bedrijven Q-fever positief waren. 












Deze acht bedrijven zijn afkomstig uit een ander onderzoek dat gelijktijdig met dit onderzoek liep (15). Er zijn voor dat onderzoek 12 bedrijven geselecteerd en op basis van de omstandigheden op het bedrijf zijn er 8 bedrijven overgebleven die in aanmerking kwamen voor dit onderzoek. De overige bedrijven wilden niet meewerken of hadden geen geschikte stallen om mestmonsters te nemen. De niet besmette bedrijven zijn meegenomen om te onderzoeken of daar ook C. burnetii in de mest of omgeving te vinden was.  
Op elk bedrijf werden mestmonsters en stofmonsters genomen. De monsters zijn genomen in de periode van week 44 tot week 46 van 2008. 





Op elk bedrijf zijn 12 mestmonsters genomen. De locaties en dieptes verschilden per bedrijf. In bijlage 2 staat vermeldt waar op elk bedrijf de monsters zijn genomen en op welke dieptes deze zijn genomen. De keuze van de plaats van monstername was per bedrijf afhankelijk van de diepte van de pot en waar welke geiten liepen. Ter plekke werd bekeken waar monsters van werden genomen. Dit waren meestal de potten waarin geiten hadden gelammerd of bijvoorbeeld de mesthoop. 
Op elk bedrijf werd eerst met een riek de bovenste laag stro uit de pot weggehaald. Vervolgens werd met een spitwroeter een gat tot aan de bodem van de pot gegraven. Wanneer de bodem was bereikt werd de diepte van elk gat opgemeten. Op het laagste punt, uit het midden en van de oppervlakkige laag werd een monster (ongeveer 20 ml) genomen en in een plastic buis met 20 ml van het transportmedium phospate buffered saline (PBS) gedaan. Op sommige bedrijven waren de potten net uitgereden en daardoor erg ondiep. Het was in die situatie niet mogelijk om drie monsters van één plaats te nemen. Op deze bedrijven is ervoor gekozen om, in plaats van meerdere monsters op één plaats, één of twee monsters te nemen op meerdere plaatsen. 

2.2.2 Monstername omgeving
De omgevingsmonsters werden genomen met een vochtige swab.
Op elk bedrijf werden 5 omgevingsswabs genomen. De plaatsen op het bedrijf waar deze swabs werden genomen verschilden per bedrijf. In bijlage 3 staat waar op elk bedrijf deze swabs werden genomen. In de stal werden monsters genomen van plaatsen waar het stoffig was en plaatsen waar de wind op stond.
In de omgeving van de bedrijven werden 5 stofmonsters genomen op een afstand van 500 meter en 1 kilometer tot het bedrijf (zie bijlage 3). De locaties werden vooral bepaald door de bereikbaarheid voor de monsternemer. Verder werd geprobeerd locaties rondom het bedrijf




2.3.1 Monsteropwerking en DNA isolatie 
Mest- en stofmonsters zijn geanalyseerd op het Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu (RIVM) door De Groot van het Laboratorium voor Zoönosen en Omgevingsmicrobiologie (LZO).  
De mestmonsters werden eerst opgewerkt. De monsters werden gehomogeniseerd door de mest 1 op 1 te verdunnen met 20 ml PBS (dit is direct na de monstername gebeurd) en dit vervolgens 6 uur te laten roteren met een snelheid van 10 rpm. Hierna werden de monsters 10 minuten gecentrifugeerd met een snelheid van 2000 rpm. Van het verkregen supernatant werd 1 milliliter gebruikt voor DNA isolatie (NucliSens® DNA Isolatie, Biomerieux, Frankrijk). 
Stofmonsters (swabs) werden direct in de NucliSens® Lysisbuffer geplaatst en hoefden geen verdere opwerkingsprocedure. 
Als eerste stap in de DNA isolatie werd een bekende hoeveelheid Bacillus thuringiensis sporen toegevoegd aan elk monster. Dit is de verderop beschreven interne controle voor de detectiemethode. De NucliSens® DNA isolatie werd verder uitgevoerd met behulp van het protocol van de fabrikant Biomerieux.

2.3.2 Detectie van C. burnetii met behulp van Q-PCR  
Detectie van C. burnetii in mest en stof werd uitgevoerd met behulp van een nieuwe door het RIVM ontwikkelde quantitatieve multiplex real-time PCR assay (Q-PCR). In deze PCR zijn drie genetische targets ingebouwd, welke aanwezig zijn in het C. burnetii genoom: het isocitrate dehydrogenase gene (icd), een outer membrane protein coding gene (com1), en een insertion element (IS1111). Tevens is er een interne controle (B. thuringiensis gen Cry 1) aan de test toegevoegd zodat mogelijke inhibitie van de test, veroorzaakt door remmende stoffen aanwezig in de monsters, kan worden ontdekt. De hoeveelheid sporen van B. thuringiensis, toegevoegd in de DNA isolatie, is precies berekend. Hierdoor kan vrij precies worden nagegaan hoe sterk de Q-PCR wordt geremd door de mogelijk aanwezige inhiberende stoffen. Voor deze vier targets werden primers en probes ontworpen met de oligonucleotide ontwikkelingssoftware. Voor elke target werden de probes gelabeld met een verschillende kleurstof.
Alle probes werden ook gelabeld met een Black Hole Quencher (BHQ). De probe van IS1111 werd gelabeld met BHQ-2, alle andere probes werden gelabeld met BHQ-1. Primers en probes werden verkregen van een commerciële oligonucleotide fabrikant (Biolegio, Nijmegen, Nederland). Real-time PCR reactie mix bestond uit 10µl IQ Multiplex Powermix, 2µmol van elk van de 8 primers, 3 µmol probes voor icd en IS1111, 1 µmol probes voor com1 en cry1, en 3µl DNA templates. Er werd water toegevoegd zodat er een eindvolume ontstond van 20µl. De PCR werd uitgevoerd in een Roche LightCycler 480 PCR machine, onder de volgende condities: 5 minuten op 95°C (taq polymerase activatie), gevolgd door 50 cycli van 5 seconden op 95°C (denaturatie), en 35 seconden op 60°C (primer/probe hechting-detectie) (6). 
Stoffen aanwezig in de mest- en stofmonsters kunnen de PCR zo sterk remmen (inhiberen), waardoor de interne controle niet gedetecteerd wordt. Door het monster te verdunnen en er daarna nog een keer een PCR op toe te passen wordt het effect van de inhiberende stoffen verminderd (3).

2.3.3 Classificatie PCR
Met de Q-PCR wordt op de aanwezigheid van drie genen (targets) van C. burnetii gescreend. In tabel 2 staat de classificatie van de Q-PCR te vermeld.

Tabel 2 Classificatie Q-PCR
Uitslag	Interpretatie test
Negatief (N)	Geen van de drie targets geeft een positief resultaat
Licht-positief (LP)	Eén of twee targets geven een positief resultaat
Positief (P)	Alle drie de targets geven een positief resultaat

Deze uitslagen zijn een maat voor de hoeveelheid bacteriën die in het monster aanwezig zijn.  
Wanneer er bij een licht-positieve uitslag één target positief is, is dit meestal het IS1111. Dit is een multicopygen, de overige twee genen zijn singlecopy genen. Bij een lage concentratie van C. burnetii in het monster wordt het multicopygen vaker gerepliceerd en zal eerder gedetecteerd worden dan de singlecopy targets. Deze singlecopy targets kunnen onder de detectielimiet van de Q-PCR blijven en niet gedetecteerd worden. In dit geval is het monster licht positief. In het vervolg zullen licht-positief en positief als positief worden geclassificeerd, de bacterie is tenslotte in het monster aanwezig.  
De Q-PCR kan door inhiberende stoffen die aanwezig zijn in de mest- en stofmonsters worden geremd. De interne controle geeft informatie over de mate van remming. Door deze remming op de Q-PCR test wordt het aantal bacteriën in een monster onderschat. De verdere quantitatieve aspecten van de Q-PCR worden op dit moment onderzocht door het RIVM.

2.4 Toetsing 
De data zijn geanalyseerd met het programma Statistix (Analytical Software, Tallahassee, USA). Pearson’s chi kwadraat-test is gebruikt om associatie te bekijken tussen de veronderstelde status van het bedrijf en de uitslagen van de mest- en stofmonsters.
Voor de mestmonsters zijn de volgende hypotheses opgesteld: 
H0: Er is geen associatie tussen de uitslagen van de mestmonsters en de status van het bedrijf
H1: Er is een associatie tussen de uitslagen van de mestmonsters en de status van het bedrijf
Wanneer P<0,05 werd H0 verworpen en was er sprake van een significante associatie.
Voor de stofmonsters zijn de volgende hypotheses opgesteld:
H0: Er is geen associatie tussen de uitslagen van de stofmonsters genomen op het bedrijf en de status van het bedrijf
H1: Er is associatie tussen de uitslagen van de stofmonsters in de omgeving van het bedrijf en de status van het bedrijf






In tabel 3 zijn de resultaten per bedrijf zichtbaar. Wanneer in de tabel een sterretje achter de uitslag staat, dan houdt dit in dat er in werkelijkheid meer bacteriën in het monster zitten dan uit de test blijkt omdat de test wordt geremd. De bedrijven A, B en C waren de bedrijven met het abortusprobleem en positief op sectie 












N=negatief, P=positief, LP=licht positief, * =met remming

In bijlage 4 staat vermeld waar welke monsters zijn genomen en hoever ze verdund zijn voordat er een uitslag uitkwam.
Op bedrijf D zijn 13 monsters genomen, hier was een buis extra. Van bedrijf F is monster 6 twee keer onderzocht en monster 7 niet. Dit was later niet meer te herstellen.
In totaal waren 28 van de 96 monsters positief.
Op de bedrijven A en F zijn de meeste positieve monsters gevonden, op beide bedrijven 9. Op de bedrijven E, G en H zijn geen positieve monsters gevonden. 
In tabel 4 staan de uitslagen van de monsters per diepte vermeld. 





















In tabel 5 zijn de resultaten per bedrijf zichtbaar. Voor de swabs geldt hetzelfde als voor de mest wat betreft de classificatie van de uitslagen. 











N=negatief, P=positief, LP=licht positief, * =met remming

In bijlage 5 staat vermeld waar welke monsters zijn genomen en hoever ze verdund zijn voordat er een uitslag uitkwam.
In totaal waren 28 van de 80 monsters positief.
De monsters 1 tot en met 5 zijn op het bedrijf genomen. Er zijn drie bedrijven (E, G en H) waar geen positieve monsters op het bedrijf zijn gevonden. De meeste positieve monsters (5) zijn gevonden op de bedrijven A, B en F. 
De monsters 6 tot en met 10 zijn in de omgeving van het bedrijf genomen. In de omgeving van twee bedrijven (C en F) zijn positieve monsters gevonden. De meeste positieve monsters (5) zijn gevonden rond bedrijf C. De positieve omgevingsmonsters zijn gevonden in alle windrichtingen ten opzichte van de bemonsterde bedrijven.
In tabel 6 staat waar de verschillende monsters zijn genomen en welke uitslagen er zijn gevonden. 









Van de op het bedrijf genomen monsters waren 20 van de 40 monsters positief. Van de in de omgeving genomen monsters waren 6 van de 40 monsters positief. 

3.3 Resultaten toetsing





In dit onderzoek zijn van acht melkgeitenbedrijven mestmonsters onderzocht op C. burnetii. De monsters zijn op verschillende dieptes in de potstal genomen, zodat nieuwe en oudere mest is onderzocht. Doel was om te zien of C. burnetii afwezig was in diepere lagen van de potstal en zo te onderzoeken of het uitrijdverbod van drie maanden gerechtvaardigd is. 
Van deze acht bedrijven waren drie bedrijven positief bevonden op basis van de gestelde criteria: percentage abortus >5% en bij sectie aanwezigheid bevestigd van C. burnetii. Vijf bedrijven waren op basis van dezelfde criteria negatief. Op de drie positieve bedrijven zijn met de PCR positieve mestmonsters gevonden. Niet alle monsters op deze bedrijven waren positief, het aantal verschilde per bedrijf. Op twee van de vijf negatief veronderstelde bedrijven zijn echter ook positieve mestmonsters gevonden. Van tevoren was dit niet verwacht, de bedrijven waren volgens de selectiecriteria negatief en het lag niet in de verwachting dat de kiem dan wel werd aangetroffen. Mogelijk is dit te verklaren door het feit dat deze bedrijven achteraf op basis van het selectiecriterium fout-negatief bleken. Uit een ander onderzoek (15) bleek namelijk dat op deze bedrijven wel degelijk antilichamen tegen C. burnetii in het bloed van de dieren aanwezig waren en dat een deel van de dieren de bacterie ook uitscheidde. Verder was de tankmelk op deze bedrijven positief. De selectiecriteria waren echter een abortuspercentage van 5% of hoger en Q-fever bevestigd door sectie. Daaraan voldeden deze twee bedrijven niet en daarom zijn ze als negatieve bedrijven in de proef terecht gekomen.
Bij een vervolgstudie zouden bedrijven geselecteerd moeten worden op basis van serologie en/of uitscheiding via de vagina. Alleen op deze wijze is met meer zekerheid te zeggen of een bedrijf positief of negatief is. 
Er is geen verband waargenomen tussen de diepte waar het mestmonster is genomen en de testuitslag ervan. Monsters van alle dieptes kunnen zowel negatief als positief zijn. Er zijn echter relatief weinig diepere monsters genomen waardoor deze conclusie niet hard is. 
In dit onderzoek wordt met een PCR het DNA van de bacterie aangetoond. In de positieve monsters is dit DNA dus gevonden. Dit hoeft niet te betekenen dat er levende bacteriën aanwezig zijn. Ook van dode bacteriën blijft het DNA een tijdje behouden. DNA is echter niet stabiel in de omgeving, zeker niet in mest, en de verwachting is dan ook dat het snel wordt gedegradeerd wanneer de bacterie dood gaat. Verder is de bacterie erg resistent waardoor verwacht mag worden dat deze in de mest waarschijnlijk toch wel kan overleven. Om meer zekerheid te hebben over de veiligheid van het uitrijden van de mest is alleen een PCR niet genoeg. Met isolatie en kweken van de bacterie kan worden onderzocht of er levende bacteriën in de mest aanwezig zijn, alleen levende bacteriën vormen immers een gevaar.
De resultaten die uit de mest- en stofmonsters zijn genomen zijn geclassificeerd als positief en negatief, wat dit precies wil zeggen is nog niet duidelijk. De PCR is nog maar kort geleden ontwikkeld en de hoeveelheid bacteriën die in het monster moet zitten om een positief resultaat te krijgen is nog niet bekend. Deze test wordt nog verder gevalideerd. Voorlopig wordt aangenomen dat de resultaten zoals uit dit onderzoek zijn gekomen, juist zijn. 
Om in het vervolg een goede vergelijking te kunnen maken tussen de bedrijven, zouden de omstandigheden meer gestandaardiseerd moeten worden. De potten op de bedrijven zouden even diep moeten zijn en de mest zo mogelijk even oud. Dan kan er een goede vergelijking worden gemaakt tussen de bedrijven. In dit onderzoek verschilden de omstandigheden erg per bedrijf. Hierdoor was de mest niet overal even oud en konden er ook niet op elk bedrijf op dezelfde diepte monsters worden genomen. 
De positieve monsters op de bedrijven hoeven niet te worden veroorzaakt door uitscheiding van de bacterie via de mest. Als er in de pot dieren hebben gelammerd, dan kunnen de kiemen ook afkomstig zijn uit het vruchtwater en de placenta’s die in het stro zijn blijven liggen. Dit doet er niet toe voor het uitrijverbod, DNA van de kiem is evengoed aanwezig in de mest die wordt uitgereden en kan dan dus een mogelijk risico vormen. Ook hier geldt weer dat er eerst isolatie en kweek zal moeten worden toegepast op deze positieve monsters voordat uitspraken kunnen worden gedaan over de veiligheid van uitrijden.
Opvallend is dat er van de 14 verse mestmonsters die zijn genomen uit de bovenste laag van de pot geen enkele positief was. Uit onderzoek blijkt dat C. burnetii wel degelijk in de mest wordt uitgescheiden en er ook in te detecteren is (4). Mogelijk zegt dit iets over de uitscheiding in de mest. In een vervolgonderzoek zullen veel meer monsters moeten worden genomen om iets te kunnen zeggen over de uitscheiding via de mest.
Naar de overleving van C. burnetii in mest is geen onderzoek gedaan. In dit onderzoek zijn onder andere mestmonsters onderzocht die minimaal drie maanden oud zijn. Ook in deze monsters is C. burnetii aangetoond. Daaruit zou opgemaakt kunnen worden dan C. burnetii langer dan drie maanden in mest kan overleven. Uit onderzoek naar de overleving van C. burnetii in grond blijkt dat de overlevingsduur, afhankelijk van de omgevingstemperatuur, varieert tussen de 60 en 270 dagen (8). Dit is een oud onderzoek maar nieuwere informatie is niet beschikbaar. Het is echter de vraag in hoeverre de omstandigheden in mest en grond te vergelijken zijn. 

In dit onderzoek zijn stofmonsters onderzocht afkomstig van en in de buurt van dezelfde 8 bedrijven als waar de mestmonsters zijn genomen. Doel was om de mate van besmetting in de omgeving van deze geitenbedrijven te onderzoeken en daarmee het mogelijke risico van verwaaiing van de kiem.
Op de bedrijven waren 20 van de 40 swabs positief. In de omgeving waren 6 van de 40 swabs positief. 
Ook hier blijkt dat er op negatieve bedrijven positieve stofmonsters zijn gevonden. Dit zijn echter dezelfde bedrijven als waar ook positieve mestmonsters zijn gevonden. Ook hier is de verklaring weer dat deze bedrijven onterecht als negatief bedrijf zijn gedefinieerd.
Uit onderzoek blijkt dat de kiem door de wind kan worden verspreid (16). Dit kan zelfs tot enkele tientallen kilometers ver plaats vinden (16, 17). 
In de omgeving van de bedrijven zijn positieve stofmonsters gevonden. De kiem zal dus waarschijnlijk door de wind worden verplaatst, wat een moeilijkheid is bij de bestrijding van Q-fever. Deze factor kan namelijk alleen worden gemonitord, er kleven veel nadelen aan preventieve maatregelen (duur, arbeidsintensief, dieronvriendelijk) (17). 
De resultaten van de swabs, en dan met name de swabs die in de omgeving zijn genomen, zijn lastig te interpreteren. Omdat er geen typering van de kiem plaats kan vinden, is het maar de vraag of de bacterie die op 500 meter of 1 kilometer van het bedrijf wordt gevonden ook daadwerkelijk afkomstig is van het bedrijf waar de overige monsters genomen zijn. Als er nog andere bedrijven in de buurt zitten, dan kan de kiem net zo goed daarvan afkomstig zijn. Ze geven dus meer een indicatie van de mate van besmetting van de omgeving dan van de afstand die een bacterie kan afleggen via de wind vanaf een bedrijf. 
Om een beter idee te krijgen van welk bedrijf de kiem afkomstig is, zullen ook meteorologische gegevens moeten worden meegenomen. Definitief uitsluitsel kan, zoals eerder gezegd, alleen worden gekregen door typering van de kiem, iets wat nu nog niet mogelijk is. Andere transportroutes zijn dan echter niet uit te sluiten. 






In dit onderzoek is aangetoond dat DNA van C. burnetii aanwezig blijft wanneer de mest ouder wordt. Het DNA blijft aantoonbaar, ook in de diepste laag van de oudste mest. De vraag is of dit levende bacteriën zijn of dode. Dit kan alleen worden bepaald door de bacterie te isoleren en te kweken. Op dit moment is dit in Nederland nog niet mogelijk, maar in de nabije toekomst zal dit wel worden toegepast. Dan kan meer duidelijkheid worden verkregen over deze vraag.
Aangezien er in dit onderzoek mest in de potten aanwezig was van 3 maanden oud en ouder en er een aantal mesthopen met daarop oude mest positief testten en de resistentie van de kiem, mag worden aangenomen dat het 3 maanden opslaan van mest geen reducerende invloed heeft op de hoeveelheid C. burnetii. Een uitrijverbod van 3 maanden lijkt dus weinig nut te hebben in de bestrijding van Q-fever. Om dit met meer zekerheid te kunnen zetten zal er eerst nog meer onderzoek gedaan moeten worden naar de overleving van C. burnetii in mest. Hiervoor zal de bacterie moeten worden gekweekt, wat nu nog niet mogelijk is in Nederland.
In de omgeving van zowel besmette als niet besmette geitenbedrijven wordt C. burnetii aangetroffen. Tegen deze risicofactor kunnen moeilijk preventieve maatregelen worden genomen. Door de besmette omgeving zal het lastig worden om de geitensector vrij te laten worden van Q-fever.
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8.1 Bijlage 1 Bedrijfsinformatie

Bedrijf	Wanneer uitgemest? 	Mest aanwezig uit lammertijd?
A	Lammerenstal: september 2008Rest: juli 2008	NeeJa
B	Lammeren: juli 2008Rest: oktober 2008	NeeNee
C	Gevaccineerde lammeren: 6-8-2008Niet gevaccineerde lammeren: mei 2008Melkgeiten: 8-9-2008	NeeNeeNee
D	Lammerenstal: half oktober 2008Melkgeiten: eind juni 2008	NeeJa
E	Alles: juli 2008	Ja
F	Alles: 14-10-2008	Nee
G	Lammeren: juni 2008Losse schuur: juni 2008Melkgeiten: oktober 2008	NeeNeeNee
H	Pot 1: mei 2008Pot 2, 3, 4: september 2008Lammerenstal: juli 2008	NeeNeeNee










5	Melkgeiten (net gelammerd)  	Vooraan	Diep	60 cm
6	Melkgeiten (net gelammerd)	Vooraan	Midden	30 cm
7	Melkgeiten (net gelammerd)	Vooraan	Oppervlakkig	0 cm















7	Melkgeiten (pot 2)	Vooraan	Oppervlakkig	0 cm
8	Melkgeiten (pot 3)	Vooraan	Keutel	
9	Melkgeiten (pot 3)	Vooraan	Oppervlakkig	0 cm

























5	Melkgeiten (pot 1)	Achter (1a)	Oppervlakkig	0 cm
6	Melkgeiten (pot 1)	Achter (1a)	Midden	20 cm
7	Melkgeiten (pot 1)	Achter (1a)	Diep	40 cm
8	Melkgeiten (pot 6)	Voor (6a) 	Oppervlakkig	0 cm
9	Melkgeiten (pot 6)	Voor (6a)	Diep 	40 cm
10	Melkgeiten (pot 5)	Achter (5a)	Oppervlakkig	0 cm
11	Melkgeiten (pot 5)	Achter (5a)	Diep	40 cm
12	Lammeren (pot 10)	Achter	Oppervlakkig	0 cm















12	Melkgeiten*	Vooraan 	Diep 	50 cm













10	Lammerenstal 	Achter 	Diep	30 cm
11	Mesthoop			
12	Mesthoop 			











7	Melkgeiten (pot 4)	Zijkant	Oppervlakkig	0 cm
8	Melkgeiten (pot 4)	Zijkant	Midden	20 cm
9	Melkgeiten (pot 4)	Zijkant	Diep	40 cm
10	Melkgeiten (pot 5)	Vooraan	Oppervlakkig	0 cm
11	Melkgeiten (pot 5)	Vooraan	Vers	











7	Melkgeiten (pot 1)	Vooraan	Diep	20 cm
8	Melkgeiten (pot 1)	Vooraan	Midden	10 cm
9	Melkgeiten (pot 1)	Vooraan	Oppervlakkig	0 cm
10	Melkgeiten (pot 3)	Vooraan	Diep	30 cm
11	Melkgeiten (pot 3)	Vooraan	Midden	15 cm












4	Buitenzijde raam 1 skybox 















2	Richel bij stro lammerenstal
3	Zeil luchtinlaat melkgeiten
4	Raam wachtruimte melkstal
















































































































2	Deur ingang stal locatie X
3	Ventilatieschot pot 1 locatie X
4	Deur lammerenstal locatie Y




















2	Lammeren	0	Licht positief met remming
3	Lammeren	0	Licht positief met remming
4	Lammeren	0	Licht positief met remming
5	Melkgeiten (net gelammerd)	0	Licht positief met remming
6	Melkgeiten (net gelammerd)	10	Positief met remming
7	Melkgeiten (net gelammerd)	0	Licht positief met remming
8	Melkgeiten (net gelammerd)	0	Negatief met remming
9	Melkgeiten (drachtig)	10	Positief met remming
10	Melkgeiten (drachtig)	10	Licht positief
11	Melkgeiten (drachtig)	0	Licht positief





1	Lammeren	0	Licht positief met remming
2	Lammeren	0	Licht positief met remming
3	Lammeren	0	Positief met remming
4	Melkgeiten	0	Negatief
5	Melkgeiten	0	Licht positief met remming 
6	Melkgeiten	0	Negatief met remming















6	Melkgeiten (hoogproductief)	0	Negatief met remming
7	Melkgeiten (hoogproductief)	0	Negatief met remming
8	Melkgeiten (hoogproductief)	0	Negatief met remming
9	Melkgeiten (laagproductief)	0	Negatief met remming
10	Melkgeiten (laagproductief)	0	Negatief met remming
11	Melkgeiten (laagproductief)	0	Negatief met remming
12	Mesthoop	10	Licht positief met remming
Bedrijf D
Nummer	Monster	Verdunning	Uitslag
1	Melkgeiten	0	Licht positief met remming
2	Melkgeiten	0	Negatief met remming
3	Melkgeiten	0	Negatief met remming 
4	Melkgeiten	0	Negatief met remming 
5	Lammeren	0	Negatief met remming 
6	Lammeren	0	Negatief met remming
7	Melkgeiten (pot 1)	0	Negatief met remming
8	Melkgeiten (pot 1)	0	Negatief met remming
9	Melkgeiten (pot 1)	0	Negatief met remming
10	Melkgeiten (pot 6)	0	Licht positief
11	Melkgeiten (pot 6)	10	Licht positief met remming
12	Melkgeiten (pot 5)	0	Licht positief met remming 






















2	Melkgeiten	0	Licht positief met remming
3	Melkgeiten	10	Licht positief
4	Melkgeiten	0	Negatief















































2	Balk melkgeiten	10	Positief met remming
3	Kadaverton	0	Positief met remming
4	Buitenzijde raam 1 skybox	0	Positief










1	Lammerstal deur	0	Positief met remming
2	Richel bij stro lammerstal	0	Positief met remming
3	Zeil luchtinlaat melkgeiten	10	Positief
4	Raam wachtruimte	10	Positief met remming











2	Schot laagproductief 	0	Licht positief met remming


















1	Zeil lammerenstal	0	Positief met remming
2	Voerhek 4A	0	Positief
3	Buitenkant deur	10	Negatief











1	Luchtinlaat pot 1	10	Negatief 
2	Paal pot 2	0	Negatief met remming
3	Raam pot 5	0	Negatief 











1	Bovenzijde hek bij staldeur	10	Licht positief met remming
2	Richel bovenin stal	10	Positief




















1	Gording onderzoeksgroep	0	Negatief met remming
2	Hooiruif onderzoeksgroep	0	Negatief
3	Ventilatiespleten schuur	0	Negatief met remming
4	Vensterbank melkgeiten	0	Negatief met remming










2	Deur ingang stal 	0	Negatief











8.6 Bijlage 6 Statistiek







                            +----------+----------+
Uitslag mest             +  |          |          |
                            |    15    |    12    |    27
                            |          |          |
                            +----------+----------+
                         -  |          |          |
                            |    21    |    48    |    69
                            |          |          |
                            +----------+----------+
                                 36         60         96

Fisher Exact Tests:  Lower Tail 0.0209   Upper Tail 0.0132   Two Tailed 0.0340

Pearson's Chi-Square          5.23          Yule's Q              0.48
  P (Pearson's)             0.0223            SE (Q)            0.1795
Yates' Corrected Chi-Sq       4.21            SE (H0: Q = 0)    0.2344
  P (Yates)                 0.0402          Yule's Y              0.26
Log Odds Ratio              1.0498            SE (Y)            0.1092
  SE (LOR)                  0.4674            SE (H0: Y = 0)    0.1172
  SE (H0: LOR = 0)          0.4689          C Max                 0.63
Odds Ratio                  2.8571          Phi                   0.23
  Lower 95% CI for OR       1.1431          Phi Max               0.81
  Upper 95% CI for OR       7.1414          Contingency Coeff     0.23







                            +----------+----------+
Uitslag swab   	        + |          |          |
                            |    11    |     9    |    20
                            |          |          |
                            +----------+----------+
                          - |          |          |
                            |     4    |    16    |    20
                            |          |          |
                            +----------+----------+
                                 15         25         40

Fisher Exact Tests:  Lower Tail 0.0242   Upper Tail 0.0242   Two Tailed 0.0484

Pearson's Chi-Square          5.23          Yule's Q              0.66
  P (Pearson's)             0.0222            SE (Q)            0.2022
Yates' Corrected Chi-Sq       3.84            SE (H0: Q = 0)    0.3266
  P (Yates)                 0.0500          Yule's Y              0.38
Log Odds Ratio              1.5870            SE (Y)            0.1538
  SE (LOR)                  0.7173            SE (H0: Y = 0)    0.1633
  SE (H0: LOR = 0)          0.6532          C Max                 0.61
Odds Ratio                  4.8889          Phi                   0.36
  Lower 95% CI for OR       1.1985          Phi Max               0.77
  Upper 95% CI for OR       19.943          Contingency Coeff     0.34
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                            +----------+----------+
Uitslag swab              + |          |          |
                            |     5    |     1    |     6
                            |          |          |
                            +----------+----------+
                          - |          |          |
                            |    10    |    24    |    34
                            |          |          |
                            +----------+----------+
                                 15         25         40

Fisher Exact Tests:  Lower Tail 0.0209   Upper Tail 0.0000   Two Tailed 0.0209

Pearson's Chi-Square          6.33          Yule's Q              0.85
  P (Pearson's)             0.0119            SE (Q)            0.1645
Yates' Corrected Chi-Sq       4.24            SE (H0: Q = 0)    0.4573
  P (Yates)                 0.0396          Yule's Y              0.55
Log Odds Ratio              2.4849            SE (Y)            0.2013
  SE (LOR)                  1.1583            SE (H0: Y = 0)    0.2287
  SE (H0: LOR = 0)          0.9147          C Max                 0.48
Odds Ratio                  12.000          Phi                   0.40
  Lower 95% CI for OR       1.2394          Phi Max               0.54
  Upper 95% CI for OR       116.18          Contingency Coeff     0.37
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